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Un procedimiento de obtención de 1,2-diacetina 
Sector de la técnica: Químico- farmacéutico. 
ESTADO DE LA TÉCNICA 
La lipasas son las enzimas más usadas en biocatálisis, 
porque reconocen muchos sustratos diferentes pero, en muchas 
ocasiones, con una elevada regio- o enantio-selectividad o 
especificidad. De esta forma, las lipasas han sido utilizadas 
en áreas de la química muy diferentes, por ejemplo energía 
(producción de biodiesel), alimentación (producción de lípidos 
estructurados)) o química fina (por ejemplo resolución de 
mezclas racémicas) Además, las lipasas son biocatalizadores 
bastante robustos, lo que permite su empleo en medios no 
convencionales, como por ejemplo disolventes orgánicos, 
líquidos iónicos o fluidos supercrí ticos, aumentando aun más 
el rango de posibles aplicaciones. Sin embargo, no hay que 
perder de vista que una de las ventajas de las enzimas 
comparadas con otros catalizadores es que pueden ser 
utilizadas en medios totalmente acuosos. 
Los sustratos naturales de las lipasas son los 
aceites y grasas. De hecho, una de las principales 
aplicaciones industriales de las lipasas es la hidrólisis de 
estos sustratos naturales, normalmente para obtener ácidos 
grasos libres o aceites modificados. Debido a la naturaleza de 
sus sustratos, la mayoría de las lipasas presentan un peculiar 
mecanismo de reacción, con el sitio activo aislado del medio 
de reacción por una cadena peptídica denominada "lid". En 
presencia de una superficie hidrofóbica (por ejemplo, una gota 
de aceite) este lid se mueve para exponer el centro activo y 
la lipasa se adsorbe a la superficie hidrofóbica de la gota de 
sustrato. 
La triacetina es aparentemente una molécula muy sencilla, 
que puede ser fácilmente producida por la completa acetilación 
del glicerol. Esta molécula se usa habitualmente en 
determinaciones de actividad de las lipasas, pero el estudio 
detallado de esta reacción no se ha publicado, a pesar de que 
su hidrólisis regioselectiva podría producir compuestos 
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multifuncionales e incluso quirales. Por ejemplo, la 
hidrólisis regioselectiva de un único grupo acetil de la 
triacetina permite producir diacetina, que tiene un único 
grupo hidroxilo libre en la posición 2 o 3. Este compuesto 
puede ser útil para algunos usos, como por ejemplo la síntesis 
de 0-(1,2-di-0-acetil-glicero-3-fosforil)etanolamina [1]. 
Referencia lb utiliza lipasas 1,3 regioespecíficas para 
conseguir 2-monoacetina, que posteriormente se acila 
químicamente para conseguir diglicéridos estereoespecíficos. 
Pero si esta hidrólisis ocurre tan solo en posición 1 o en 
posición 3, el carbono 2 de la diacetina será un centro 
quiral, aumentando aún más el interés del proceso. 
Sin embargo, la migración de los grupos acilos y la 
racemización puede producir una mezcla de regio y 
enantioisómeros, disminuyendo el interés del proceso, de forma 
que hay que seleccionar condiciones experimentales en las que 
esto no ocurra. 
Aunque habitualmente los triglicéridos presentan una baja 
solubilidad en agua al estar formados por largas cadenas de 
acilo, la corta cadena de la triacetina aumenta 
significativamente su solubilidad en agua (70 g/L at 25°C), 
permitiendo realizar la hidrólisis en sistemas acuosos a 
concentraciones moderadamente elevadas. Sin embargo, se ha 
descrito que su baja hidrofobicidad causa que este sea un 
sustrato malo para lipasas cuando está completamente soluble 
[2-3] e incluso es bastante poco eficiente en inducir la 
activación interfacial de lipasas [ 4] . Incluso en ausencia de 
migración, en un principio, como se muestra en la referencia 
lb, se esperaría que el uso de lipasas en hidrólisis de 
triacetina condujera a la formación de 2-monoacetina, pasando 
por una fase de mezcla de 1, 2-diacetina 1 2-monoacetina. Sin 
embargo, si la triacetina ya no es muy hidrofóbica y no es muy 
buen sustrato de la enzima, es muy posible que la 1, 2 (2, 3) 
diacetina sea aún peor sustrato y en determinadas condiciones 
pueda conseguirse su acumulación casi total. 
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Breve descripción de la invención 
En esta solicitud de patente se describe un 
procedimiento de hidrólisis regioselectiva, preferentemente en 
medios acuosos, de triacetina soluble para producir 1,2­
diacetina con altos rendimientos catalizada por diferentes 
enzimas, preferentmente, lipasas. Se diseña la reacción de 
forma que se minimiza la migración de grupos acilos y gracias 
a la diferente hidrofobicidad de diacetina y triacetina, al 
uso de enzimas 1, 3 específicas, se consigue acoplar 1, 2­
diacetina. 
Así esta solicitud se refiere a un procedimiento de 
obtención de 1,2-diacetina caracterizado porque comprende 
realizar una hidrólisis de triacetina catalizada por un 
enzima, preferentemente una lipasa, a un pH comprendido entre 
2 y 6, ambos valores incluidos. 
La hidrólisis se realiza a temperaturas variables y 
preferentemente a una temperatura comprendida entre 4 y 30°C. 
Según este procedimiento el pH es preferentemente entre 4 
y 5.5. 
La enzima, tal como una lipasa, para su uso en este 
procedimiento puede estar inmovilizada sobre un soporte. Dicho 
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soporte puede ser a modo de ejemplo un soporte acrílico, 
vidrio poroso, agarosa, sílice, celulosa, poliestireno, 
poliestireno divinilbenceno o poliuretano. 
Además, las lipasas pueden estar inmovilizadas por 
5 adsorción física, por ejemplo, por adsorción física sobre 
soportes hidrofóbicos. 
Según otras realizaciones, la lipasa se inmoviliza como 
agregado enzimático covalente entrecruzado o cristal 
enzimático entrecruzado. 
1 O Lipasas útiles pueden ser lipasas de microorganismos de 
los géneros Can di da, Thermomyces, Bacillus, Aspergillus, 
Mucor, Rhizomucor. 
Según realizaciones particulara además se pueden añadir 
disolventes solubles en agua entre el 10-90% v/v. Esos 
15 disolventes pueden ser por ejemplo, acetonitrilo, dioxano, 
tetrahidrofurano, dimetil formamida, metanol, etanol o 
propanol. 
También se puede realizar la hidrólisis en un disolvente 
inmiscible con el agua, saturado en agua. 
20 Según otras realizaciones particulares se usa como 
disolvente dietil éter. 
Según otras realizaciones particulares adicionales el 
procedimiento comprende la adición de disolventes solubles en 
agua entre el 10-90%. v/v, los cuales pueden estar 
25 seleccionados entre, por ejemplo, acetonitrilo, dioxano, 
tetrahidrofurano, dimetil formamida, metanol, etanol, propanol 
y mezclas de ellos. 
Breve descripción de las figuras 
30 La Figura 1 muestra la reacción así como las posibles 
reacciones no deseadas 
La figura 2 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina a pH 5,5 y 22°C catalizada por CALE inmovilizada 
en Sepabeads glutaraldehido. (Círculos: triacetina, 
35 Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina.) 
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La figura 3 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina a pH 5,5 y 22°C catalizada por CALE inmovilizada 
en Sepabeads C18. Círculos: triacetina, Triángulos: diacetina; 
cuadrados: monoacetina. 
La figura 4 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina a pH 5,5 y 22°C catalizada por RML inmovilizada en 
Sepabeads C18. (Círculos: triacetina, Triángulos: diacetina; 
cuadrados: monoacetina). 
La figura 5 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina a pH 5, 5 y 22°C en 20% aceonitrilo catalizada por 
RML inmovilizada en Sepabeads C18. Círculos: triacetina, 
Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina. 
La figura 6 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina a pH 5,5 y 22°C en 20% aceonitrilo catalizada por 
CALE inmovilizada en Sepabeads glutaraldehido (Círculos: 
triacetina, Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina). 
Descripción detallada de la invención 
Se pretende conseguir frenar la hidrólisis de 
triacetina catalizada por diferentes lipasas 1, 3 específicas 
(e.g., las de los géneros Candida, Thermomyces, Bacillus, 
Aspergillus, Mucor, Rhizomucor) de forma libre o inmovilizada 
en diferentes soportes (e. g. soportes acrílicos, vidrio 
poroso, agarosa, sílice, celulosa, poliestireno, poliestireno 
divinilbenceno, poliuretano), bien de forma covalente o bien 
por absorción física, en 1, 2-diacetina (figura 1), para su 
posterior empleo en el diseño de diferentes productos regio y 
enantioespecíficos. 
A pH 7 y 4°C o 25°C se produce la migración de acilos 
obteniéndose en el momento en el que se consume toda la 
triacetina una mezcla de 1,2- y 1,3-diacetina, además de una 
cierta cantidad de 1- y 2-monoacetina e incluso glicerol. 
Sin embargo en el intervalo de pH 6-3 y en el intervalo 
de temperaturas de 4 a 37°C se consigue evitar la formación de 
1,3-diacetina por migración y además se produce la acumulación 
de 1,2-diacetina, con muy alto rendimiento (por encima del 80% 
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e incluso cercano al 100%), para todas las preparaciones de 
las diferentes lipasas utilizadas. Los resultados no se 
afectaban apenas por el uso de diferentes concentraciones de 
triacetina, desde 100 mM (en el que la triacetina es 
totalmente soluble) a 5 M de triacetina (en este caso se forma 
un sistema bifásico con parte de la triacetina soluble y el 
resto en una fase insoluble triacetina, que se va consumiendo 
hasta producir entre un 80% y> 98% de 1,2-diacetina). 
El control del pH es crítico. Se recomienda utilizar 
tampones muy concentrados (e.g., 1 molar de fosfato o de 
acetato) y solo subir el pH hasta 5.5 cuando el pH desciende 
por debajo de pH 3 utilizando un tampón saturado a pH 7 y muy 
buena agitación para evitar gradientes de pH donde se 
producirá la migración de los grupos acilos 
La reacción bajaba en velocidad pero aumentaba los 
rendimientos de 1,2-diacetina si se utilizan codisolventes 
miscible (5-75% v/v) con agua (por ejemplo acetonitrilo, 
dioxano, tetrahidrofurano, dimetil formamida, metanol, etanol, 
propanol, etc), posiblemente al inhibir de forma más acusada 
la hidrólisis de la 1,2 diacetina que al de triacetina. 
Se ensayó también la reacción de hidrólisis en dietil 
éter saturado en agua, un disolvente descrito como inhibidor 
de la migración de acilos. En este caso se utilizaron solo 
enzimas inmovilizadas o agregadas, el disolvente está saturado 
previamente en tampón acetato a pH 5, añadiéndose 
progresivamente este tampón a lo largo de la reacción para 
compensar el agua consumida por la hidrólisis. La velocidad de 
reacción fue menor con la mayoría de las preparaciones de 
lipasas, pero los rendimientos conseguidos de 1, 2 diacetina 
fueron similares (80- >98%). 
Para todos los casos ensayados, usando las diferentes 
lipasas descritas anteriormente libres o inmovilizadas en 
diferentes soportes, en condiciones donde la migración de 
acilo era disminuida o eliminada se conseguían rendimientos 
superiores al 80% de 1,2-diacetina. 
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Ejemplos de la invención 
Ejemplo l. Hidrólisis de triacetina a pH 5.5 por la lipasa B 
de Candida antarctica inmovilizada sobre Sepabeads C 18. 
5 Glutaraldehído-Sepabeads fue preparado suspendiendo 10 g 
de soporte EC-HA-Sepabeads húmedo en 20 mL de15% 
glutaraldehido (v/v) en fosfato 200 mM a pH 7.0. La 
suspensión se mantuvo bajo agitación suave a 25 oc durante 15 
h. Después de ese tiempo, el soporte activado se filtró y se 
1 O lavó exhaustivamente con agua destilada. Este tratamiento se 
realizó para activar todos los ami nos primarios del soporte 
con dos moléculas de glutaraldehido. El soporte activado se 
utilizó inmediatamente después de su preparación. 
10 g de glutaraldehido-Sepabeads se añadieron a 400 mL de 
15 una disolución de lipasa (0, 5 mg/mL) en fosfato sódico 10 mM 
a pH 7 en presencia de 0.1 % (v/v) Triton X -100. Tras 7 horas 
a 22 oc bajo agitación a 250 rpm, la suspensión se filtro y la 
lipasa inmovilizada se lavó 5 veces con 10 volúmenes de agua 
destilada, el biocatalizador húmedo se almacenó a 4°C. 
20 Por otro lado se preparó una disolución de 100 mM de 
triacetina en 500 mM de fosfato sódico y su pH se ajustó a pH 
5.5. El sustrato era completamente soluble en estas 
condiciones. 
Se añade una muestra de 1,5 g de biocatalizador húmedo a 
25 40 mL de la disolución de triacetina y las suspensiones de 
reacción se agitaron suavemente en un agitador a 250 rpm y 
22°C. Periódicamente se sacaron muestras de esta suspensión, 
se descartó el biocatalizador por centrifugación y la 
concentración de los productos de reacción se analizó por 
30 HPLC. Diacetina y triacetina se analizaron usando 10% 
acetonitrilo/ 90% agua (v/v) como fase móvil a un flujo de 1 
ml/min y una columna RP-HPLC (con una bomba Spectra Physic SP 
100 y un detector UV Spectra Physic SP 8450) usando una 
columna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm), los volúmenes de 
35 retención fueron 32. O ml para triacetina, 5, 8 ml para 1, 2­
diacetina, 4. 8 ml para 1, 3-diacetina. Las concentraciones de 
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triacetinas y ambas diacetinas se calcularon usando muestras 
curvas de referencia usando muestras comerciales. Monoacetina 
se analizó usando la misma columna y flujo, pero la fase 
móvil, fue 1,5% acetonitrilo/ 98,5% agua (v/v), con un volumen 
de retención de 3.6 ml mientras el ácido acético eluye en 3.0 
ml. 
Tras 2 horas de reacción se había consumido toda la 
triacetina, con un 95% de de 1, 2-diacetina y un 5% de 2­
monoacetina. El catalizador pudo reutilizarse en 5 ciclos sin 
que se observase variación en velocidad o rendimiento. La 
figura 2 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina catalizada por CALE inmovilizada en Sepabeads 
glutaraldehido at pH 5,5 y 22°C. (Círculos: triacetina, 
Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina.) 
Ejemplo 2. Hidrólisis de triacetina a pH 5.5 por la lipasa B 
de Candida antarctica inmovilizada sobre Sepabeads-C 18. 
10 gramos de octadecil-Sepabeads se añadieron a 400 mL 
de CALE en una disolución de lipasa (O. 5 mg/mL) en tampón 
fosfato 1 O mM a pH 7 y 22 oc. Después de 7 h bajo agitación a 
250 rpm, la suspensión se filtro y la lipasa se lavó 5 veces 
con 10 volúmenes de agua destilada. La preparación húmeda se 
almacenó a 4°C. 
Por otro lado se preparó una disolución de 100 mM de 
triacetina en 500 mM de fosfato sódico y su pH se ajustó a pH 
5. 5. El sustrato era completamente soluble en estas 
condiciones. 
Se añade una muestra de 1, 5 g de biocatalizador húmedo 
a 40 mL de la disolución de triacetina y las suspensiones de 
reacción se agitaron suavemente en un Shaker a 250 rpm y 22°C. 
Periódicamente se sacaron muestras de esta suspensión, se 
descartó el biocatalizador por centrifugación y la 
concentración de los productos de reacción se analizó por 
HPLC. Diacetina y triacetina se analizaron usando 10% 
acetonitrilo/ 90% agua (v/v) como fase móvil a un flujo de 1 
ml/min y una columna RP-HPLC (con una bomba Spectra Physic SP 
???????????????
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100 y un detector UV Spectra Physic SP 8450) usando una 
columna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm), volúmenes de retención 
fueron 32.0 ml para triacetina, 5,8 ml para 1,2-diacetina, 4.8 
ml para 1, 3-diacetina. Las concentraciones de triacetinas y 
ambas diacetinas se calcularon usando muestras curvas de 
referencia usando muestras comerciales. Monoacetina se analizó 
usando la misma columna y flujo, pero la fase móvil, fue 1,5% 
acetonitrilo/ 98,5% agua (v/v), con un volumen de retención 
de 3.6 ml mientras el ácido acético eluye en 3.0 ml. 
Tras 60 minutos de reacción se agota la triacetina y se 
consigue un rendimiento del 87% de 1,2 diacetina y 13% de 2­
monoacetina. La figura 3 muestra el curso de reacción de la 
hidrólisis de triacetina catalizada por CALE inmovilizada en 
Sepabeads C18 at pH 5,5 y 22°C. Círculos: triacetina, 
Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina. 
Ejemplo 3. Hidrólisis de triacetina a pH 5.5 por la lipasa de 
Rhizomucor miehei (RML) inmovilizada sobre Sepabeads-C 18. 
10 gramos de octadecil-Sepabeads se añadieron a 55 mL 
(RML) de una disolución de lipasa (0.5 mg/mL) en tampón 
fosfato 10 mM a pH 7 y 22°C. Después de 7 h bajo agitación a 
250 rpm, la suspensión se filtró y la lipasa se lavó 5 veces 
con 1 O volúmenes de agua destilada. La preparación húmeda se 
almacenó a 4°C. 
Por otro lado se preparó una disolución de 100 mM de 
triacetina en 500 mM de fosfato sódico y su pH se ajustó a pH 
5.5. El sustrato era completamente soluble en estas 
condiciones. 
Se añade una muestra de 1,5 g de biocatalizador húmedo a 
40 mL de la disolución de triacetina y las suspensiones de 
reacción se agitaron suavemente en un Shaker a 250 rpm y 
22°C. Periódicamente se sacaron muestras de esta suspensión 
se descarto el biocatalizador por centrifugación y la 
concentración de los productos de reacción se analizó por 
HPLC. Diacetina y triacetina se analizaron usando 10% 
acetonitrilo/ 90% agua (v/v) como fase móvil a un flujo de 1 
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ml/min y una columna RP-HPLC (con una bomba Spectra Physic SP 
100 y un detector UV Spectra Physic SP 8450) usando una 
columna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm), los volúmenes de 
retención fueron 32. O ml para triacetina, 5, 8 ml para 1, 2­
diacetina, 4. 8 ml para 1, 3-diacetina. Las concentraciones de 
triacetinas y ambas diacetinas se calcularon usando muestras 
curvas de referencia usando muestras comerciales. Monoacetina 
se analizó usando la misma columna y flujo, pero la fase móvil 
fue 1, 5% acetoni trilo/ 98, 5% agua (v /v) , con un volumen de 
retención de 3.6 ml mientras el ácido acético eluye en 3.0 ml. 
Tras 1 hora se consigue un 88% de 1,2 diacetina y un 12% 
de 2-monoacetina. La figura 4 muestra el curso de reacción de 
la hidrólisis de triacetina catalizada por RML inmovilizada 
en Sepabeads C18 at pH 5,5 y 22°C. (Círculos: triacetina, 
Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina). 
Ejemplo 4. Hidrólisis de triacetina a pH 5. 5 en presencia de 
20% acetonitrilo por la lipasa de Rhizomucor miehei (RML) 
inmovilizada sobre Sepabeads-C 18. 
10 gramos de octadecil-Sepabeads se añadieron a 55 mL 
(RML) de una disolución de lipasa (0.5 mg/mL) en tampón 
fosfato 1 O mM a pH 7 y 22 oc. Después de 7 h bajo agitación a 
250 rpm, la suspensión se filtró y la lipasa se lavó 5 veces 
con 1 O volúmenes de agua destilada. La preparación húmeda se 
almacenó a 4°C. 
Por otro lado se preparó una disolución de 100 mM de 
triacetina en 500 mM de fosfato sódico /20% acetonitrilo (v/v) 
y su pH se ajustó a pH 5. 5. El sustrato era completamente 
soluble en estas condiciones. 
Se añade una muestra de 1,5 g de biocatalizador húmedo a 
40 mL de la disolución de triacetina y las suspensiones de 
reacción se agitaron suavemente en un Shaker a 250 rpm y 
22°C. Periódicamente se sacaron muestras de esta suspensión, 
se descartó el biocatalizador por centrifugación y la 
concentración de los productos de reacción se analizó por 
HPLC. Diacetina y triacetina se analizaron usando 10% 
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acetonitrilo/ 90% agua (v/v) como fase móvil a un flujo de 1 
ml/min y una columna RP-HPLC (con una bomba Spectra Physic SP 
100 y un detector UV Spectra Physic SP 8450) usando una 
columna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm), volúmenes de retención 
fueron 32.0 ml para triacetina, 5,8 ml para 1,2 diacetina, 4.8 
ml para 1, 3-diacetina. Las concentraciones de triacetinas y 
ambas diacetinas se calcularon usando muestras curvas de 
referencia usando muestras comerciales. Monoacetina se analizó 
usando la misma columna y flujo, pero la fase móvil, fue 1,5% 
acetonitrilo/ 98,5% agua (v/v), con un volumen de retención 
de 3.6 ml mientras el ácido acético eluye en 3.0 ml. 
Tras 4 h de reacción, el rendimiento supera el 95%. 
La figura 5 muestra el curso de reacción de la hidrólisis de 
triacetina catalizada por RML inmovilizada en Sepabeads C18 
at pH 5,5 y 22°C en 20% aceonitrilo. Círculos: triacetina, 
Triángulos: diacetina; cuadrados: monoacetina. 
Ejemplo 5. Hidrólisis de triacetina a pH 5.5 en 20% 
acetonitrilo catalizada por la lipasa B de Candida antarctica 
inmovilizada sobre Sepabeads-glutaraldehido. 
10 gramos de octadecil-Sepabeads se añadieron a 400 mL 
de CALE en una disolución de lipasa (O. 5 mg/mL) en tampón 
fosfato 10 mM a pH 7 y 22°C. Después de 7 h bajo agitación a 
250 rpm, la suspensión se filtró y la lipasa se lavó 5 veces 
con 1O volúmenes de agua destilada. La preparación húmeda se 
almacenó a 4°C. 
Por otro lado se preparó una disolución de 100 mM de 
triacetina en 500 mM de fosfato sódico y su pH se ajustó a pH 
5.5. El sustrato era completamente soluble en estas 
condiciones. 
Se añade una muestra de 1,5 g de biocatalizador húmedo a 
40 mL de la disolución de triacetina y las suspensiones de 
reacción se agitaron suavemente en un Shaker a 250 rpm y 22°C. 
Periódicamente se sacaron muestras de esta suspensión se 
descarto el biocatalizador por centrifugación y la 
???????????????
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concentración de los productos de reacción se analizó por 
HPLC. Diacetina y triacetina se analizaron usando 10% 
acetonitrilo/ 90% agua (v/v) como fase móvil a un flujo de 1 
ml/min y una columna RP-HPLC (con una bomba Spectra Physic SP 
5 100 y un detector UV Spectra Physic SP 8450) usando una 
columna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm), volúmenes de retención 
fueron 32.0 ml para triacetina, 5,8 ml para 1,2-diacetina, 4.8 
ml para 1, 3-diacetina. Las concentraciones de triacetinas y 
ambas diacetinas se calcularon usando muestras curvas de 
10 referencia usando muestras comerciales. Monoacetina se analizo 
usando la misma columna y flujo, pero la fase móvil, fue 1,5% 
acetonitrilo/ 98,5% agua (v/v), con un volumen de retención 
de 3.6 ml mientras el ácido acético eluye en 3.0 ml. 
Tras 2 un 97% de 1,2 diacetina podia ser observado con un 
15 1% de triacetina aun presente en el medio de reacción, a las 3 
h un 98% de diacetina podía ser observado y a las 4 aun se 
mantiene un 87%. La figura 6 muestra el curso de reacción de 
la hidrólisis de triacetina catalizada por CALE inmovilizada 
en Sepabeads glutaraldehido at pH 5,5 y 22°C en 20% 
20 aceonitrilo. (Círculos: triacetina, Triángulos: diacetina; 
cuadrados: monoacetina). 
???????????????
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Reivindicaciones 
1. Un procedimiento de obtención de 1, 2-diacetina 
caracterizado porque comprende realizar una hidrólisis de 
triacetina catalizada por un enzima a un pH comprendido entre 
2 y 6, ambos valores incluidos. 
2. Un procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque el enzima es una lipasa. 
3. Un procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque se realiza a una temperatura comprendida 
entre 4 y 30°C. 
4. Un procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque comprende hidrolizar triacetina a un pH 
de entre 4 y 5.5. 
5. Un procedimiento según la reivindicación 1 Ó 2, 
caracterizado porque la lipasa está inmovilizada sobre un 
soporte. 
6. Un procedimiento según la reivindicación 5, 
caracterizado porque el soporte está seleccionado entre 
soportes acrílicos, vidrio poroso, agarosa, sílice, celulosa, 
poliestireno, poliestireno divinilbenceno y poliuretano. 
7. Un procedimiento según la reivindicación 5, 
caracterizado porque la hidrólisis se realiza utilizando 
lipasas inmovilizadas por adsorción física. 
8. Un procedimiento según la reivindicación 7, 
caracterizado porque la hidrólisis se realiza utilizando 
lipasas inmovilizadas por adsorción física sobre soportes 
hidrofóbicos. 
9. Un procedimiento según la reivindicación 5, 
caracterizado porque la enzima es una lipasa y se inmoviliza 
como agregado enzimático covalente entrecruzado o cristal 
enzimático entrecruzado. 
1 O. Un procedimiento, según la reivindicación 2, 
caracterizado porque la lipasa está seleccionada entre lipasas 
de microorganismos de los géneros Candida, Thermomyces, 
Bacillus, Aspergillus, Mucor y Rhizomucor. 
???????????????
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11. Un procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque comprende además adición de disolventes 
solubles en agua en una cantidad comprendida entre el 10-90% 
v/v. 
5 12. Un procedimiento según la reivindicación 11, 
caracterizado porque dichos disolventes están seleccionados 
entre acetonitrilo, dioxano, tetrahidrofurano, dimetil 
formamida, metanol, etanol y propanol. 
13. Un procedimiento según la reivindicación 1, 
1 O caracterizado porque se realiza en un di solvente inmiscible 
con el agua, saturado en agua. 
14. Un procedimiento según la reivindicación 13, 
caracterizado porque se usa como disolvente dietil éter. 
15. Un procedimiento según la reivindicación 13, 
15 caracterizado porque comprende además adición de disolventes 
solubles en agua en una cantidad comprendida entre el 10-90%. 
v/v. 
16. Un procedimiento según la reivindicación 13, 
caracterizado porque dichos disolventes están seleccionados 
20 entre acetonitrilo, dioxano, tetrahidrofurano, dimetil 
formamida, metanol, etanol, propanol y mezclas de ellos. 
???????????????
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OPINIÓN ESCRITA 
 
Nº de solicitud: 201130172 
  
  
1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 TORRES R., ORTIZ C., PESSELA B. C. C., PALOMO J. 
M., MATEO C., GUISÁN J. M., FERNÁNDEZ-LAFUENTE. 
“Improvement of the enantioselectivity of lipase (fraction B) from 
Candida antarctica via adsorption on polyethylenimine-agarose 
under different experimental conditions.” Enzyme and Microbial 
Technology (2006) Vol. 39, pages 167-171.Todo el documento. 
2006 
D02 US 2005/0065224  A1 (MENZLER et al. ) 24.03.2005 
D03 FERNÁNDEZ-LAFUENTE R., ARMISÉN P., SABUQUILLO P., 
FRENÁNDEZ-LORENTE G., GUISÁN J. M. “Immobilization of 
lipases by selective adsorption on hydrophobic supports.” 
Chemistry and Physics of Lipids (1998) Vol. 93, pages 185-
197.Todo el documento. 
1998 
D04 GUIT R.P.M., KLOOSTERMAN M., MEINDERSMA G. W., 
MAYER M. and MEIJER E. M. “Lipase kinetics: Hydrolysis 
of triacetin by lipase from Candida cylindracea in a hollow-fiber 
membrane reactor.” Biotechnology and Bioengineering (1991) 
Vol. 38, pages 727-732. Todo el documento. 
1991 
D05 FERNANDEZ-LORENTE G., CABRERA Z., GODOY C., 
FERNÁNDEZ-LAFUENTE R., PALOMO J. M., GUISAN J. M. 
“Interfacially activated lipases against hydrophobic supports: 
effect of the support nature on the biocatalytic properties.” 
Process Biochemistry (2008) Vol. 43 pages 1061-1067.Todo 
el documento. 
2008 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
NOVEDAD (Art. 6.1 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 Ley 11/1986). 
Reivindicaciones 1-16. 
 
La presente solicitud de invención consiste en un procedimiento de obtención de 1,2-diacetina mediante la hidrólisis de 
triacetina catalizada por una lipasa a un pH comprendido entre 2 y 6, ambos valores incluidos (reivindicaciones 1-16). 
 
El documento D01 se considera el más próximo al estado de la técnica al objeto de las reivindicaciones 1-16, y divulga el 
uso de geles de agarosa recubiertos con una capa densa de polietilenimina para adsorber proteínas dentro de una gama 
muy amplia de condiciones experimentales (diferentes temperaturas y un rango de pH entre 5 y 9). Se evaluaron diferentes 
preparaciones de lipasa de Candida antarctica inmovilizada como catalizador de la hidrólisis enantioselectiva de R, S- éster 
metílico del ácido mandélico bajo condiciones idénticas y se comprobó que la enantioselectividad mejoraba a pH 9 y 4 ºC, y 
era aun mejor a pH 5 y 4 ºC.  
Los resultados mostrados en este documento sugieren que las conformaciones de lipasas son diferentes en condiciones de 
reacción diferentes y que la inmovilización de la enzima en un soporte recubierto de polietilenimina puede permitir mantener 
enzimas con conformaciones diferentes. 
El documento D01 divulga que, después de tener la mejor estructura de enzima al estar ésta inmovilizada, a pH 5 y 4 ºC de 
temperatura nos podemos beneficiar de otros cambios en la enzima, como la ionización de grupos que pueden ser 
importantes para el reconocimiento de los sustratos (ver todo el documento). 
 
El documento D02 divulga materiales macroporosos en forma de perlas de plástico donde lipasas como lipasas de Candida 
antarctica se inmovilizan para la hidrólisis de triacetina (ver párrafos 44, 45 y 47). 
 
El documento D03 consiste en un estudio sobre la preparación de lipasas inmovilizadas útiles en el desarrollo de procesos 
industriales de síntesis orgánica como la hidrólisis enantio y regioselectiva (ver todo el documento). 
 
El documento D04 divulga un estudio de la cinética de las lipasas utilizando la hidrólisis de triacetina catalizada por la lipasa 
de Candida cylindracea como modelo (ver todo el documento). 
 
El documento D05 divulga un estudio comparativo de las propiedades de diferentes lipasas y fosfolipasas inmovilizadas en 
cuatro soportes hidrofóbicos diferentes (ver todo el documento). 
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OPINIÓN ESCRITA 
 
Nº de solicitud: 201130172 
  
 
La invención reivindicada no es obvia para una persona experta en la materia, ya que no hay información en los documentos 
D01-D05 que puedan dirigir al experto al método de obtención de 1,2-diacetina reivindicado. 
 
Por tanto, el objeto de las reivindicaciones 1-16 cumple los requisitos de novedad, actividad inventiva de acuerdo con los 
artículos 6.1 y 8.1 Ley 11/1986. 
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